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Abstract
誗AIM: To observe retinal ultrastructural features and
retinal cell apoptosis of defocus induced myopia in
guinea pigs.
誗 METHODS: Thirty guinea pigs ( 3 - wk old) were
received -10.00D rigid contact lenses (RGP) on the right
eye and without wearing glasses on the left eye. Diopter
change with cycloplegic retinoscopy, ultrastructural
features of the retina with transmission electron
microscopy were observed, the apoptosis of retinal cell
by TUNEL immunofluorescence staining after 3wk were
detected.
誗RESULTS: Eye diopter difference was 3. 28 依 0. 21D in
the right eye and 1. 55依0. 23D in the left eye before and
after induction. There was significantly statistical
difference (P<0.01); Retinal ultrastructural features were
showed with transmission electron microscopy ( TEM)
the retinal disk membranes edema, some shedding,
mitochondrial swelling and deformation, small amount
of vacuolar changes in the inner and outer nuclear layer
cells. Some characteristics of apoptosis were also be
seen such as cell membrane irregular contractions,
irregular nuclear chromatin aggregation. The incidence
of retinal cell apoptosis was (2. 42依1. 24)% in the right
eye and (0. 29 依 0郾 08)% in the left eye after induction.
There was significantly statistical difference (P<0.01).
誗CONCLUSION: Accompanied by abnormal apoptosis of
retinal cells during the formation of defocus - induced
myopia in guinea pigs.
誗KEYWORDS:defocus- induced; guinea pigs; myopia;
retinal ultrastructural features; apoptosis
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摘要
目的:观察离焦诱导豚鼠近视眼视网膜超微结构特征及
凋亡情况。
方法:将 30 只 3 周龄的三色豚鼠用-10. 00D 硬性角膜接
触镜(rigid gas permeable contact lens,RGP)对右眼进行离
焦诱导,左眼不戴镜。 3wk 后散瞳检影观察屈光度变化;
电子透射显微镜观察视网膜超微结构特征;TUNEL 免疫
荧光染色检测视网膜细胞凋亡情况。
结果:右眼诱导前后屈光度差值为 3. 28依0. 21D,左眼为
1. 55依0. 23D,二者比较差异有显著统计学意义(P <
0郾 01);电镜结果显示,3wk 后诱导眼视网膜可见膜盘结
构的水肿,部分脱落;线粒体肿胀变形,部分空泡化;内外
核层细胞膜不规则收缩,核染色质不规则聚集等凋亡特
征;TUNEL 免疫荧光染色显示诱导眼视网膜细胞凋亡发
生率为(2. 42依1. 24)%,对照眼为(0. 29依0. 08)%,二者
比较差异有显著统计学意义(P<0. 01)。
结论:在离焦诱导的豚鼠近视眼的形成过程中伴随着视
网膜细胞的异常凋亡。
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0 引言
摇 摇 细胞凋亡是许多视网膜疾病的重要病理环节。 有研
究表明,在剥夺型近视的发生过程中伴随有视网膜细胞
的异常凋亡
[1,2]。 但人类发生形觉剥夺型近视较少,而离
焦诱导型近视被认为更接近于人类青少年近视的发生,
其主要思想是:光感受器接受离焦光线的信号刺激后,启
动局部视网膜生长调节信号通路,通过视网膜和脉络膜
的级联放大效应,最终引起靶组织巩膜的改变和眼轴延
长,近视眼从而得以发生、发展。 而有关离焦诱导近视眼
模型中视网膜细胞凋亡的研究报告较少,我们针对离焦
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诱导形成近视后视网膜超微结构和凋亡检测结果作如下
报告。
1 材料和方法
1.1 材料
1.1.1 实验动物摇 左右三色豚鼠 30 只,3 周龄,购自河北
医科大学。 右眼戴镜,为诱导眼;左眼不戴镜,为对照眼。
右眼采用眼睑缝合法固定自行设计的装有负镜硬性角膜
接触镜(rigid gas permeable contact lens,RGP)的离焦装置
(图 1A)。
1.1.2 镜片及固定装置摇 RGP 由欧普康视公司定做:总直
径为 10.00mm,光学区直径为 8. 4mm,厚度为 0. 16mm,精
确屈光度为-9. 82D(图 1B)。 镜片固定装置为自行设计
的双层子母扣。 制作方法为:将一胰岛素瓶盖以约弦长
10mm 截除,与另一枚重叠后行缝线固定,形成可从外侧
弦置入 RGP 的双层子母扣,扣中央预制直径约 8mm 的采
光孔(图 1C)。
1.1.3 主要仪器及试剂摇 眼科 A 超仪,带状光检影镜及镜
片箱,冰冻切片机,透射电镜(中国科学院微生物研究
所),TUNEL 荧光染色试剂盒(美国 Biotium 公司,货号:
30063)。
1.2 方法
1.2. 1 离焦近视眼模型建立摇 将豚鼠标记编号后双眼滴
2.5g/ L 托吡卡胺眼液 6 次以麻痹睫状肌,1h 后待瞳孔充
分散大,由同一验光师进行暗室内视网膜检影验光,每只
眼检影 3 次,取平均值为屈光度数,有散光者用等效球镜
表示。 检影结束后用 100mL/ L 水合氯醛全身麻醉下无菌
操作,将装有镜片的固定装置缝合于豚鼠实验眼前的上下
眼睑和内外眦皮肤上。 实验期间每天用镜片护理液清洁
镜片,必要时取出镜片清洁后再重新置入,尽量减少镜片
不洁造成的形觉剥夺效应。 实验 3wk 后按上述方法再次
采集屈光度数据。
1.2.2 电镜观察豚鼠视网膜超微结构特征摇 实验 3wk 后
取 5 只豚鼠 100mL/ L 水合氯醛过量麻醉致死,显微镜下
摘除眼球,角膜穿孔后置于 25mL/ L 戊二醛溶液中 2h,显
微镜下剪除巩膜外组织,角膜缘切口,取出晶状体和玻璃
体,制作约 1mm伊1mm 眼球壁组织块,25mL/ L 戊二醛溶液
4益冰箱固定 24h 后,10g/ L 锇酸固定 2h,丙酮梯度脱水,
环氧树脂包埋,修块定位,超薄切片(厚约 500滋m),醋酸
铀、硝酸铅双重染色,透射电镜观察拍片。
1.2.3 制备冰冻切片摇 实验 3wk 后 25 只豚鼠行 100mL/ L
水合氯醛过量后麻醉致死,显微镜下摘除眼球,角膜穿孔
后置于 40g/ L 多聚甲醛溶液中 2h,显微镜下剪除巩膜外
表 1摇 透镜诱导前后屈光度差值比较 (軃 x依s,D)
眼别 眼数 诱导前 诱导后 差值
右眼 30 4. 34依0. 24 1. 05依0. 18 3. 28依0. 21
b
左眼 30 4. 32依0. 22 2. 77依0. 21 1. 55依0. 23
bP<0. 01 vs 左眼。
组织,置入 4益 150g/ L 蔗糖溶液中约 1h,沉底后取出再置
入 300g/ L 蔗糖溶液,4益 冰箱过夜。 第 2d 取出眼球后用
滤纸吸干表面蔗糖溶液后用 OCT 包埋液包埋,待组织浸
没并排尽气泡后用液氮速冻,-20益 冰冻切片机切片,厚
度为 10滋m。 切片-20益冰箱保存。
1.2.4 TUNEL 荧光染色检测豚鼠视网膜细胞凋亡情况摇
将 1滋L TdT 酶加到 50滋L TUNEL Reaction Buffer 中制成
TUNEL reaction mix。 PBS 清洗冰冻切片 2 次;用 100滋L
TUNEL Equilibration Buffer (Component 99965)孵育 5min;
每个样品添加 50滋L TUNEL reaction mix;对不含 TdT 酶的
阴性对照样品,添加不含 TdT 酶的 TUNEL reaction buffer;
37益孵育 2h;用含 1mL/ L Triton X-100 和 5g/ L BSA 的
PBS 缓冲液清洗;荧光显微镜下观察结果。 每张片子在
伊200 倍荧光显微镜下随机选取 3 个视野,记录该视野下
所有的细胞数量和凋亡细胞的数量,取平均值。 凋亡细胞
胞核被染成亮绿色荧光,而未用 TdT 酶处理的样品观察不
到染色。
摇 摇 统计学分析:数据用 軃 x依s 表示,采用 CHISS 软件对屈
光度数据和凋亡率进行配对资料 t 检验,检验水准规定为
琢=0.05。
2 结果
2.1 豚鼠屈光度变化摇 经过 3wk 的透镜诱导,实验眼屈光
度发生 3. 28依0.21D 的相对性近视改变,而对照眼只产生
1.55依0.23D 的相对性近视改变,二者差异有统计学意义
(t=30.424,P=0. 0000,表 1)。
2.2 豚鼠视网膜超微结构变化摇 透镜诱导 3wk 后视网膜
超微结构发生病理性变化,可见诱导眼视网膜膜盘的轻度
水肿,部分脱落;线粒体肿胀变形;内外核层细胞及色素上
皮细胞的少量空泡样改变,细胞膜不规则收缩,核染色质
不规则聚集等(图 2)。
2.3 豚鼠视网膜细胞凋亡情况摇 实验 3wk 后,诱导眼视网
膜内外核层细胞凋亡发生率为(2. 42依1. 24)%,对照眼为
(0.29依0. 08)%,二者比较有显著统计学差异(t = 8. 571,
P=0.0000,图 3)。
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网膜膜盘排列整齐,紧密;D:离焦眼(伊3000),视网膜内膜盘水肿,部分脱落,间隙明显增宽。
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 3摇 离焦眼和对照眼 TUNEL 荧光染色比较(伊200)摇 A:离焦眼视网膜凋亡细胞胞核被
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 染成亮绿色荧光;B:对照眼视网膜凋亡细胞胞核未见明显亮绿色荧光。
3 讨论
摇 摇 视网膜上某些神经元细胞调控着眼球正常的生长发
育
[3]。 这些细胞的异常凋亡很可能破坏了眼球的生长调
控机制,尤其是巩膜纤维细胞的异常凋亡,成为眼球变软、
眼轴延长的重要原因。 徐格致等早在 1996 年就发现
[4],
人的病理性近视视网膜感光细胞存在异常的细胞凋亡,提
出了高度近视眼的抗凋亡治疗思路。 此后关于近视眼的
视网膜细胞凋亡研究多数集中于形觉剥夺型近视模型。
文丹等
[1]对雏鸡行形觉剥夺 12wk,发现视网膜细胞凋亡
发生率为 4. 42%,而对照组仅为 0. 35%,视网膜细胞凋亡
主要发生于内外核层。 李秀娟等
[2]也用形觉剥夺雏鸡遮
盖 7d 后发现视网膜细胞凋亡主要分布于内核层和节细胞
层,遮盖眼内核层细胞平均细胞凋亡数达到 14%,对照组
只有 5. 9%,是对照组的 2 倍多;视网膜节细胞层平均细
胞凋亡数达 4.7%,而对照组为 2. 8%。 Liang 等
[5]对鸡形
觉剥夺近视眼视网膜超微结构研究发现:视网膜较对侧眼
薄,视锥细胞外节膜盘出现变性和紊乱,视杆细胞外节变
长。 在对猴眼的两种近视眼模型对比中也发现了类似变
化,并发现两种近视模型在视网膜色素上皮细胞(retial
pigment epithelium,RPE)均可以导致 RPE 排列紊乱,胞质
内吞噬体减少
[6]。 而在豚鼠的形觉剥夺型近视视网膜超
微结构显示
[7]:视网膜膜盘的有不同程度的水肿和脱落、
线粒体肿胀变形以及空泡样改变、染色质边聚等细胞凋亡
特征。
摇 摇 以上研究显示,在形觉剥夺型近视眼发生过程中伴随
有视网膜细胞的异常凋亡。 而在人类发生形觉剥夺型近
视眼较为少见。 有学者认为,形觉剥夺型近视和离焦诱导
型近视的病理变化并没有明显不同
[8]。 但多数学者还是
认为二者有所不同,离焦诱导的近视眼更接近人类青少年
近视眼的发生。 因此,在离焦诱导的近视眼模型上研究视
网膜细胞凋亡意义更大。 在既往关于离焦诱导的近视眼
研究中显示
[9],透镜离焦诱导可致 RPE 细胞的增殖抑制
(在后极部更为明显)和 RPE 钙离子内流
[10],而后者是细
胞凋亡的重要因素。 但对于离焦诱导豚鼠近视眼的视网
膜超微结构及视网膜细胞凋亡的报道较为少见。
摇 摇 有研究发现,豚鼠视觉发育过程中其正视化过程更接
近于灵长类动物和人,过程为 9 ~ 11wk,在 3wk 左右的豚
鼠相当于人类 2 岁,在对豚鼠进行离焦诱导过程中诱导初
期的 2 ~ 10d 效果最明显,之后诱导效果明显下降
[11,12]。
因此,本实验选择了 3 周龄大小的豚鼠作为研究对象,时
间节点选择在了诱导后 3wk。 结果显示:3wk 后豚鼠的自
然正视化过程产生相对 1. 55依0. 23D 的近视,而负镜诱导
后产生 3. 28依0.21D 的近视,二者差异有显著的统计学意
义(P<0.01)。 实验证实,-10. 00D 透镜成功诱导了近视
眼的发生。
摇 摇 本实验对诱导眼电镜观察结果显示:在诱导 3wk 后,
诱导眼视网膜内外核细胞层发现了异常的视网膜细胞凋
亡特征。 视网膜膜盘的轻度水肿,部分脱落;线粒体肿胀
变形;内外核层细胞及色素上皮细胞的少量空泡样改变,
细胞膜不规则收缩,核染色质不规则聚集等。 进一步采用
TUNEL 荧光染色技术检测了视网膜细胞的凋亡情况,结
果诱导眼视网膜细胞凋亡发生率为 2. 42%,对照组仅为
0.29%,两者比较有显著统计学差异(P<0. 01)。 该结果
与国内研究结果略有不同,考虑和动物种属、模型的建立
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摇 摇 因为当近视眼加深(眼轴延长)后,机械性压力可以
引起近视眼发展过程中 RPE 细胞 Ca
2+内流特征明显,且
电压依赖性、受体介导型、牵张敏感型 Ca
2+通道均发挥作
用
[13-15]。 当细胞内游离 Ca
2+浓度过度升高时,可以活化
多种酶,分泌多种细胞因子,耗竭 ATP,产生自由基,导致
细胞多种成分破坏,诱发细胞凋亡。 另外,近视眼的发生
过程中存在复杂的生化信号的网络交互影响,视网膜细胞
的异常凋亡在其中的作用知之甚少。 因此,本研究结果认
为离焦诱导的近视眼发生过程中伴随有视网膜细胞的异
常凋亡,但并不能认为视网膜细胞的凋亡是近视眼形成过
程中的促进因素,还是由于近视眼发生后的结果或伴随因
素。 我们将在后续的研究中进一步对视网膜细胞凋亡的
关键酶及其抑制剂进行深入研究,以对回答以上问题有所
帮助。
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